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1- INTRODUCAO

O desenvolvimento de um conjunto de agfes prioritarias para levantamento de dados
genéticos de espécies ameacadas € de fundamental importancia para potencializar acbes de
conservacao abordando questGes como estabilidade taxondmica das espécies alvo dos planos de
conservacao, variagdes gendmicas entre populacbes das espécies e reconstrucdo de relagdes
filogenéticas (Gill et al. 2016; Ferrari et al. 2023). Ha cerca de 2 mil espécies de abelhas no Brasil,
representando este um grupo de alta diversidade bioldgica. Além disso, em termos de abundancia
e representatividade € um grupo muito significativo, pois estdo presentes em todos os biomas
terrestres (Michener 2000). As abelhas sdo importantes agentes polinizadores, contribuindo nos
setores alimenticios, medicinais, culturais e na propria manutencao de ecossistemas (Khalifa et al.
2021), entretanto estudos apontam que abelhas estdo sofrendo um declinio global (Zattara e Aizen,
2021); No Brasil, o Sistema de Avaliacdo do Risco de Extingcdo da Biodiversidade (SALVE),
coordenado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo), registrou
137 espécies de abelhas no Cerrado, bioma este considerado uma das savanas mais biodiversas do
mundo, mas que vem sendo desmatado progressivamente (Luiz e Steinke, 2022) e a escassez de
estudos genéticos sobre as abelhas do cerrado é uma questdo relevante.

No presente estudo pretendemos levantar um conjunto de principios operacionais para guiar
as decisdes de selecdo de espécies para coleta de dados genéticos. Serdo consideradas questfes
relacionadas ao manejo das espécies para uso, seu grau de ameaga, distribuicdo geografica e
seguranca de determinacdo taxondémica. Esse protocolo de acBes sera feito com a prética
concomitante de uma avaliacdo da qualidade dos espécimes de abelhas sem ferrdo mantidas em
diferentes formas de conservacdo do material que podem influenciar o sucesso de obtencdo do
mitogenoma de cada amostra.

Um exemplo de incerteza taxondmica envolve espécies parapatricas ou simpatricas com
mesmo ancestral direto. Dentro do processo de especiacdo € esperado comumente que espécies
irmas ndo compartilhem a mesma area de distribuicdo, logo espécies simpatricas ou parapatricas
envolvem maior incerteza taxonomica.

O protocolo a ser desenvolvido envolve especialmente a parte pratica que sera a selecdo de
espécimes na colecdo entomoldgica da UnB segundo os critérios como idade do material e método
de conservacdo. O desenvolvimento do protocolo envolveréd a extragdo de pernas do espécime,
fotodocumentacéo, insercdo dos dados em uma planilha e organizacdo do banco de dados. A
colecdo entomoldgica da UnB conta com um acervo com centenas de espécies de abelhas sem
ferrdo e solitarias do Cerrado, Caatinga, Amazonia, Pampa e Mata Atlantica. A colecdo esta
cadastrada no sistema SpeciesLink e no GBIF de modo que sera possivel fazer o tombamento das
imagens relacionadas as sequéncias do mitogenoma facilmente por uma planilha nos moldes
Darwin-core. Estimamos obter ao menos 25 espécies para sequenciamento de mitogenoma (vide
Tabela 1).

O objeto deste trabalho néo é em si 0 desenvolvimento de um protocolo de laboratério, uma
vez que estes ja existem, e sim o0 desenvolvimento de critérios de selecdo de espécies ou populacdes




ameacadas. Como exemplo, avaliaremos se uma determinada espécie tem uma populagdo sob
pressdo antropica e com distribuicdo ampla, mas com limite norte nesta regido sob pressdo. A
populacdo desta espécie nesta regido receberia um ranqueamento de prioridade de estudo mais alto
de sua genética de forma a gerar uma compreensdo comparavel com a populacdo mais central para
avaliar possiveis variagdes genéticas. Esta priorizacdo € especialmente relevante para as abelhas
sem ferrdo da tribo Meliponini onde ha potencial econémico e perda de variedades (subespécies)
com potencial diferencial de manejo.

O protocolo obtido ao final do trabalho proposto visa ajudar na obtencao de material genético
de qualidade, na melhoria da biblioteca de referéncia de sequéncias de DNA mitocondrial, tdo
necessarias para o desenvolvimento de métodos de amostragem em campo para detec¢cdo destas
espécies em amostras de DNA ambiental (e-DNA), esquemas de monitoramento da biodiversidade
de abelhas, definicdo taxondmica e filogenia das espécies e pesquisas que envolvam DNA
mitocondrial. As informacdes geradas no presente projeto propiciardo a melhor tomada de decisdes
entre curadores de colecBes bioldgicas, pesquisadores e conservacionistas interessados em
implementar acdes que dependem de informac@es qualificadas de DNA mitocondrial das abelhas.
Desta forma o processo de revisdo e organizacdo do protocolo apresentado neste projeto visa
atender a selecdo prioritaria de espécies de abelhas ameagadas ou manejadas em um universo de
quase 2 mil espécies existentes no Brasil.

2 - OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS DO PLANO DE TRABALHO

Este estudo tem o objetivo geral desenvolver um protocolo para selecdo de espécimes de
abelhas, como foco inicial nas espécies da tribo Meliponini que ocorrem no Cerrado, com fins de
estudo genético para conservacdo baseado na qualidade do material preservado em colegdes
bioldgicas. A partir da categorizacao gerada, sera realizada a extracdo de DNA e 0 sequenciamento
de mitogenomas de um conjunto de espécies selecionadas.

Os objetivos especificos sdo:

e Auvaliar a qualidade e quantidade do DNA obtido de espécimes preservados em diferentes
métodos em colecBes bioldgicas: espécimes secos alfinetados, espécimes mantidos em
alcool 70% e espécimes mantidos em alcool absoluto (99,79);

e Desenvolvimento de um protocolo de acdo para selecdo de espécimes de qualidade para
levantamento de dados genéticos;

e Geragdo e avaliacdo de sequéncias de mitogenoma comparando espécies proximas e
distantes filogeneticamente com foco especial nas abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini;

e Melhoria do banco de dados genéticos de espécies de abelhas nativas brasileiras com
mitogenoma disponivel;

e Analise do banco de sequéncias para indicacdo das espécies deficientes de informagdes de
mitogenomas.




3-METODOLOGIA

As amostras de abelhas sem ferrdo serdo provenientes Colecdo Entomoldgica da
Universidade de Brasilia (UnB) e de amostras da Colecdo Zoologica do CBC. Serdo obtidas
informacdes do estado de ameaca das espécies, definidas a partir dos critérios estabelecidos pela
IUCN, e sugestdes apresentadas por outros autores sobre possiveis caracteristicas de espécies de
abelhas ameagadas de extin¢do. Serdo analisadas, ainda, a classificacdo de espécies de Meliponini
do Cerrado prioritarias para levantamento de dados de mitogenoma. A Tabela 1 mostra uma lista
preliminar das espécies focais a serem estudadas e algumas de suas caracteristicas mais importantes
para avaliacdo do seu estado de conservacdo. Serdo usados os dados j& disponibilizados pelo
Sistema de Avaliacdo do Risco de Extin¢do da Biodiversidade - SALVE (ICMBio 2024) e sera
realizada a revisdo da literatura especializada. Posteriormente incluiremos informacdes sobre sua
extensdo de ocorréncia e andlises sobre a filogeografia das espécies: alopatrica, parapatrica ou
simpatrica.

As amostras de DNA extraido passardo por uma avaliacdo em relacdo a quantidade e
qualidade do DNA antes de serem enviadas para sequenciamento no Instituto Tecnoldgico da Vale
(ITV). Estas serdo checadas com espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc.). Também sera realizada analise das amostras em gel de agarose 1,5%. Essas analises serdo
feitas em colaboracdo com o Laboratério de Ecologia Molecular e Genética da Conservacao da
Universidade de Brasilia. Apos essa avaliacdo as amostras que tiverem quantidade e qualidade
adequadas serdo enviadas ao ITV para sequenciamento dos mitogenomas. Este sera realizado com
a utilizacdo da Plataforma lllumina NextSeq2000.

A qualidade e as caracteristicas de cada sequéncia de mitogenoma gerada sera avaliada por
métodos computacionais. Os mitogenomas sequenciados serdo montados fazendo uso de um
pipeline de bioinforméatica e analisados quanto a sua estrutura, niUmero de pares de bases e
integridade da sequéncia barcode. O tamanho da sequéncia do mitogenoma esta entre as
caracteristicas mais importantes para sua utilizacdo nos projetos que utilizardo essas informacdes.
Posteriormente, sera realizada uma analise comparativa entre os mitogenomas de abelhas obtidos
nesse trabalho. Ao final, os mitogenomas serdo depositados no GenBank para disponibilizacédo
destes dados para uso amplo.

Tabela 1. Lista preliminar de espécies de abelhas nativas que serdo utilizadas no processo de
extracdo do DNA e sequenciamento do mitogenoma. Outras espécies poderdo ser adicionadas a
medida em que possam ser obtidos exemplares para pesquisa.
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Geotrigona

ampla solo sim LC certa baixa
mombuca
Paratrigona x . .
. g ampla  solo néo LC incerta média
lineata
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4 - RESULTADOS ESPERADOS

A partir deste estudo espera-se:
e Avaliar a quantidade e a qualidade do DNA mitocondrial obtido comparando diferentes
modos de conservacgdo das amostras de material entomologico.
e Gerar um protocolo de priorizacdo de levantamento genético de espécies de abelhas
ameacadas e ndo ameacadas, manejadas ou nao;
e Gerar mitogenomas de um conjunto significativo de espécies nativas;

5 - IMPORTANCIA DA EXECUCAO DA PESQUISA PARA A CONSERVACAO DA
BIODIVERSIDADE

Os resultados desse estudo serdo utilizados como subsidios para a avaliacdo do estado de
conservacao e acdes de conservacdo das espécies de abelhas nativas brasileiras, provendo uma
melhoria substancial na biblioteca de sequéncias de DNA mitocondrial existente. Isto possibilitara
0 delineamento de esquemas de monitoramento genético das espécies, bem como apoio para
decisdo em ac¢des de manejo e em outras areas de pesquisa cientifica.

6 - ETAPAS E CRONOGRAMA DE EXECUCAO DO PLANO DE TRABALHO

Etapa 1 — Reviséo bibliografica, levantamento do material disponivel para material estudo
focal das abelhas nativas.

Etapa 2 — Revisdo da literatura, e desenvolvimento das praticas de selecdo e curadoria do
material entomoldgico para levantamento de dados geneticos.




Etapa 3 — Extracgdo das pernas, montagem do banco de dados e avaliagcdo da qualidade do
DNA

Etapa 4 — Elaboracéo do relatério parcial de estagio PIBIC

Etapa 4 — Encaminhamento das amostras para sequenciamento no ITV, montagem e analise
dos mitogenomas

Etapa 5 — Redacéo do relatdrio final do estagio PIBIC.

Eta | Set/ | Out | Nov | Dez/ | Jan | Fev/ | Mar/ | Abr/ | Mai/ | Jun/ | Jul | Ago/
a | 24 | /24 | 124 | 24 | /25| 25 25 25 25 25 (/25| 25

o

X X X X

X X X X

X X X X

olo|hjwiN|k
X
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8 — AJUSTES E COMPLEMENTACOES PARA SANAR AS RESSALVAS

1 - DE MANENIRA GERAL, OS TRABALHOS QUE PRETENDEM ORGANIZAR
PROCEDIMENTOS EM EXPERIMENTOS GENETICOS SAO MUITO NECESSARIOS,
CONTUDO, DIZEM RESPEITO A UM UNIVERSO PEQUENO DE APLICABILIDADE,
ONDE, NA MAIORIA DOS CASOS, OS PROTOCOLOS NECESSITAM SER
ADAPTADOS PARA OUTRAS REALIDADES, COMO TIPO DE ORGANISNO,



https://salve.icmbio.gov.br/

OBJETIVO DA AMOSTRAGEM, QUANTIDADE DE MATERIAL GENETICO DO
ORGANISMO A SER TRABALHADO, ANIMAIS PROVENIENTES DE COLETAS OU DE
COLECOES ENTOMOLOGICAS, ENTRE OUTRAS.

Resposta: Quanto a questdo do pequeno universo de aplicacdo apontado pelo revisor, o grupo
em questdo que sdo as abelhas representam cerca de 2 mil espécies no Brasil, e desta forma néo
€ um grupo ou universo tdo reduzido como apontado. Além disso, em termos de abundancia e
representatividade € um grupo muito significativo. Desta forma o processo de reviséo e
organizacao deste protocolo/fluxograma do projeto visa atender a selecdo prioritaria de espécies
de abelhas ameacadas ou sob risco de um universo de quase 2 mil espécies.

2 - ESTE PROJETO PROPOE O TESTE DE UM PROTOCOLO, JA SENDO APLICADO
PARA OBTENGCAO DE ANALISES DE CONSERVACAO DE ESPECIES DE ABELHA.
ESTE FATO COMPROMENTE O PROJETO UMA VEZ QUE O PROTOCOLO A SER
PROPOSTO AINDA NAO FOI VALIDADO, SENDO COMUM ALGUMA ALTERACAO
DURANTE AS DIVERSAS ETAPAS DE OBTENGAO DOS DADOS MOLECULARES,
COMO COLOCADO NO ULTIMO PARAGRAFO DA INTRODUGAO.

Resposta: O teste do protocolo de analise do processo de extracdo do DNA a partir de material
seco era uma questdo que ja foi revista e estd sendo eliminada do projeto. O que sera feito é
uma selecdo de critérios e prioridades na selecdo de espécies potencialmente ameacadas ou que
estejam sob manejo, especialmente se tratando das espécies de interesse comercial como as
abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini.

3 - TENDO EM VISTA SER UM GRUPO BEM ESTUDADO, PROVAVELMENTE JA
DEVA EXISTIR UM PROTOCOLO LABORATORIAL ROBUSTO DISPONIVEL NA
LITERATURA. SERIA INTERESSANTE QUE O PRESETE PROJETO ABORDASSE
ESSA QUESTAO, PROPODO NECESSIDADES ALTERACOES PARA APLICACAO NA
REALIDADE LOCAL.

Resposta: O objeto em si ndo é um protocolo de laboratério e sim um protocolo de selecdo de
espécies ou populacdes criticamente ameacadas, como por exemplo se uma determinada
espécie tem uma populacdo sob enorme pressao antrpica e com distribuicdo ampla mas com
limite norte nesta regido sob pressdo, a populacdo desta espécie nesta regido receberia um
ranqueamento de prioridade de estudo da sua genética atraves do mitogenoma e compreensao
comparavel com a populacdo mais central para comparar possiveis variacdes genéticas. Esta
priorizacdo € especialmente relevante para as abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini onde ha
potencial econdémico e perda de variedades (subespécies) com potencial diferencial de manejo.

3 - FALTA NA INTODUGCAO A EXPLICITACAO DA PROBLEMATICA A SER
ABORDADA. AS ABELHAS ESTAO EM RISCO DE EXTNCAO? JA SAO CONHECIDAS
AS ESPECIES QUE HABITAM ESTA DETERMINADA AREA? JA HOUVE ESTUDOS
MOLECULARES NA REGIAO?

Resposta: J& foi feito por duas vezes ciclos de avaliacdo de ameagas para abelhas pelo ICMBIo,
e ha ja um conjunto grande de espécies avaliadas quanto o risco de extingdo. Sera objeto do
projeto abordar as espécies que ja foram avaliadas e estdo listadas no sistema SALVE do
SISBIO, e a partir dos critérios e caracteristicas ali apresentados, sera construido este sistema
de referéncia para avaliacdo de prioridades para estudo genético. Serd foco as espécies do




Cerrado e o nimero de estudos genéticos ja publicados é muito pequeno e de pouca relevancia
até o momento.

4 - COMO SUGESTAO, INDICO A PADRONIZAGCAO DO TERMO "PROTOCOLO" AO
INVES DE "FLUXOGRAMA".

Resposta: Ok, serd implementado s6 um termo no projeto e no processo.

5- A METODOLOGIA ADOTADA ESTA CARENTE DE INFORMAGCOES.EXISTE UM
RECORTE GEOGRAFICO ESPECIFICO OU SERA DE ABRANGENCIA NACIONAL?
EXISTE UM RECORTE TAXONOMICO DAS ESPECIES ANALISADAS?

Resposta: Sim, o recorte geografico e taxondmico sera sobre as abelhas do Cerrado e sobre 0s
Meliponini.

6 - UM PONTO NEGATIVO DO PROJETO E QUE O OBJETIVO ESTA REFLETIDO
PARCIALMENTE NA METODOLOGIA. O OBJETIVO GERAL E "AVALIAR A
QUALIDADE DO DNA EXTRAIDO E DAS SEQUENCIAS DE MITOGENOMA A
PARTIR DE ESPECIES E ESPECIEMS DISTINTOS DE ABELHAS SEM FERRAO
DEPOSITADAS EM COLECAO..." POR SUA VEZ A METODOLGIA ABORDA MUITOS
PASSOS ALEM DA MENSURACAO DA QUANTIDADE DE MATERIAL GENETICO
EXTRAIDO. COM ISSO, O TRABALHA CIENTIFICO SE MESCLA COM UM
TRABALHO TECNICO DE CONSERVACAO, DIFICULTANDO O ENTENDIMENTO,
BEM COMO A OBTENCAO DOS RESULTADOS PROPOSTOS.

Resposta: Sera ajustado o projeto para abordar somente a questdo da selegdo de espécies para
0 estudo genético com foco na conservacdo, e para isso sera feito uma abordagem de
caracterizacéo de prioridades.




